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RESUMO
Introdução: O câncer de mama é um problema de saúde pública em nível mundial. A alteração 
do fenótipo das células tumorais é essencial para a progressão do câncer de mama e dessa forma a 
transição epitélio-mesenquimal (EMT) possibilita que as células tumorais adquiram 
características que permitirão a invasão e migração para sítios secundários. O objetivo deste 
estudo foi correlacionar o nível transcricional de genes relacionados com a EMT, em mulheres 
com doença benigna da mama (DBM) ou com câncer de mama (CM) que foram submetidas ou 
não a quimioterapia (QT) previamente ao procedimento cirúrgico. Métodos: O sangue periférico 
e tecido tumoral da mama foram coletados e o RNA extraído. Foi realizada PCR em tempo real 
para analisar os níveis transcricionais dos marcadores de EMT, no sangue e tecido, em pacientes 
com DBM, CM sem QT e CM com QT, visando melhor compreender a cascata metastática e 
buscando novos marcadores para acompanhar a efetividade do tratamento. Resultados: Foram 
analisados dados de prontuários de 87 pacientes, sendo que 25 mulheres foram diagnosticadas 
com DBM e 62 com CM. Os genes CK6a, CK18, vimentina, MMP9 e CD44 apresentaram níveis 
transcricionais, no sangue periférico, elevados no grupo CM sem QT comparado com os demais 
grupos. No tecido tumoral não encontramos nenhuma diferença significativa. O marcador CD44 
teve os níveis transcricionais elevados no tumor in situ (estadio 0), teve uma diminuição em 
estadios intermediários e retornou a aumentar em estadios avançados. Resultado semelhante foi 
encontrado para este marcador em relação o grau de diferenciação do tumor. Em vista destes 
resultados, nós postulamos um novo modelo hipotético de desenvolvimento do câncer de mama. 
Conclusão: O processo de alteração do fenótipo das CTCs é de suma importância e isso se dá 
precocemente. Além disso, os marcadores da EMT podem ser úteis, na rotina clínica, para 
acompanhar a efetividade da QT.
Palavras-chave: Câncer de mama. células tumorais circulantes. transição epitélio-mesenquimal.
ABSTRACT
Background: Breast cancer is a global health problem. Tumor cell phenotype is essential for the 
progression of breast cancer (BC) and the epithelial-mesenchymal transition (EMT) allows tumor 
cells to acquire characteristics that will allow them to invade and migrate to secondary sites. The 
aim of this study was to evaluate the transcriptional profile of epithelial and mesenchymal 
markers, seeking to evaluate the mechanisms driving the circulating tumor cells (CTCs) during 
cancer initiation and progression and to propose possible markers that aid in the evaluation of 
treatment effectiveness. Methods: Three groups were considered: BC patients with and without 
chemotherapy (CT), and patients with benign breast disease (BBD). Breast tumor tissue was 
collected to analyze the presence of tumor cells. Peripheral blood was collected to analyze the 
presence of circulating tumor cells (CTCs). RNA was extracted and real-time PCR was 
performed to analyze the transcriptional levels of EMT markers in blood and tissue in patients 
with BBD, BC without CT and BC with CT. Results: Data from medical records of 87 patients 
were analyzed; 25 women were diagnosed with BBD and 62 with BC. The CK6a, CK18, 
vimentin, MMP9 and CD44 genes had elevated levels of transcriptional genes in the peripheral 
blood in the BC group without CT compared to the other groups. CD44 had elevated levels of 
transcriptional genes were higher in the in situ tumor (estadio 0), had a decrease in the 
intermediate stages and returned to increase in later stages. The same result was found in tumor 
differentiation grade. In view of these results we postulate our a new hypothetical model of 
development of breast cancer. Conclusion: The process of altering the phenotype of CTCs is 
relevant and occurs early in cancer development. Moreover, EMT markers may be useful in the 
clinical routine to monitor the effectiveness of CT.
Keywords: Breast cancer. circulating tumor cells. epithelial-mesenchymal transition.
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1. INTRODUÇÃO
Nas últimas décadas, o câncer converteu-se em um evidente problema de saúde pública. A 
Organização Mundial da Saúde (OMS) estimou que, no ano 2030, pode-se esperar 27 milhões de 
casos incidentes, 17 milhões de mortes e 75 milhões de indivíduos vivos, anualmente, com 
câncer. O tipo de câncer que mais acomete a população feminina é o de mama. No Brasil, as 
estimativas para o biênio de 2016-2017 apontam a ocorrência de aproximadamente 58 mil novos 
casos da doença, reforçando a magnitude do problema no país (SAÚDE, 2015).
O câncer de mama (CM) é considerado relativamente de bom prognóstico, porém ainda é 
diagnosticado em estádios avançados, influenciando as taxas de mortalidade, que permanecem 
elevadas (SAÚDE, 2011b). Isso se deve, sobretudo, pelo desenvolvimento e progressão de 
metástases à distância, representando assim a principal causa de morbidade e mortalidade dos 
pacientes (ANDERGASSEN et al., 2013). A disseminação de células tumorais para a corrente 
sanguínea ou vasos linfáticos é um fenômeno que começa nos estágios iniciais da carcinogênese 
e é tida como potencial fonte de doença metastática (KRAWCZYK et al., 2014).
Caracterizado pelo acúmulo de múltiplas alterações moleculares, o CM é uma doença 
genética complexa (RAKHA et al., 2010). A genômica considera atualmente, com essa nova 
visão, o câncer como um grupo de doenças molecularmente distintas (BERTUCCI et al., 2012; 
PEROU et al., 2000). As variações em programas de transcrição são as responsáveis por grande 
parte da diversidade biológica (MOHAMMADIZADEH, 2009). Por exemplo, a alteração na 
expressão de vários genes ocasiona a ativação de proteínas, que seriam seletivamente desativadas 
após a sua síntese em uma célula normal.
A progressão tumoral é caracterizada por uma massa formada por múltiplas populações de 
células com mecanismos capazes de inibir apoptose, que promovem vias de sobrevida e a invasão 
de tecidos saudáveis por meio da circulação sanguínea e linfática. Atualmente, alterações 
morfológicas e funcionais de células epiteliais, assim como as alterações da expressão de 
importantes moléculas, são cruciais para o início e desenvolvimento do tumor. Adicionalmente, 
propriedades presentes no microambiente e eventos como hipóxia intratumoral, angiogênese, 
programa transição epitelial para mesenquimal e propriedades imunossupressoras são eventos 
cruciais nas células malignas (VIDEIRA et al., 2014).
As células tumorais que adquirem a capacidade de se separar da membrana basal, invadir 
o estroma e migrar para os vasos sanguíneos são definidas como células tumorais circulantes
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(CTCs). Estas células desempenham um papel importante na cascata metastática, disseminação e 
progressão do câncer (CIERNA et al., 2014).
Um dos mecanismos sugeridos para explicar como células tumorais individuais adquirem 
a capacidade de invadir a corrente sanguínea é a transição de epitelial para mesenquimal (EMT). 
EMT permite que células epiteliais percam a sua polaridade ápico-basal, destaquem-se de células 
vizinhas, adquiram uma morfologia do tipo fibroblasto, invadam o estroma circundante, e 
tornem-se mais resistentes à apoptose (ALESKANDARANY et al., 2014; FRIEDLANDER et al., 
2014).
Durante este processo, as células tumorais perdem a expressão de marcadores epiteliais 
específicos, incluindo E-caderina, EpCAM e citoqueratinas, e adquirem a expressão de 
marcadores mesenquimais do citoesqueleto e proteínas de adesão, como a vimentina e N-caderina 
e regulam positivamente quinases e fatores de crescimento incluindo c-MET, TGF-P, WNT e 
FOX. Infere-se que EMT é controlada por uma família de genes, incluindo, entre outros, SNAIL, 
TWIST e ZEB (KSIAZKIEWICZ et al., 2012).
Portanto, compreender o processo de transição epitélio-mesenquimal é de suma 
importância para caracterizar as células tumorais circulantes, estas por sua vez podem auxiliar na 
rotina clínica como marcador de eficácia terapêutica e prognóstico e alvo terapêutico. Em síntese, 
a ideia de monitoramento serial em “tempo real” de CTCs é atrativo, pois permite uma estimativa 
da carga de doença circulando ao longo do tempo pré e pós-tratamento, pode permitir aos 
pesquisadores rastrear e descobrir novas mudanças nas células tumorais e pode lançar luz sobre 
algumas dos processos fundamentais que levam a um fenótipo agressivo, metástase e resistência 
às terapias atuais (FRIEDLANDER et al., 2014).
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1.2 Considerações iniciais
A formatação desta dissertação segue o “Modelo alternativo” estabelecido pelo Programa 
de Pós Graduação em Ciências Saúde da Universidade Federal de Uberlândia. Inicialmente, uma 
fundamentação teórica será apresentada como forma de revisão da literatura sobre os temas 
abordados na dissertação. Em seguida, serão apresentados os objetivos da dissertação e logo a 
seguir o artigo (ARTIGO: “Specific transcriptional signature of Epithelial-Mesenchymal 
Transition genes indicate phenotypic changes in Circulating Tumor Cells during the development 
of breast cancer”) que foi submetido para o periódico Cancer Science (ANEXO B). Nos anexos 
encontram-se os protocolos e metodologias adotadas nesta dissertação e ainda o parecer do 
Comite de Ética em Pesquisa da Universidade Federal de Uberlândia.
2. REVISÃO DA LITERATURA
2.1. Epidemiologia do câncer
O câncer ainda apresenta altas taxas de incidência e mortalidade em todo mundo, apesar 
dos recentes avanços científicos na busca pela compreensão do desenvolvimento e progressão. 
Além disso, torna-se um problema de saúde publica especialmente nos países em 
desenvolvimento, onde representará 80% dos mais de 20 milhões de casos esperados para 2025 
(SAÚDE, 2015). Quando consideramos a mortalidade, a estimativa mundial, realizada em 2012, 
dos 8 milhões de óbitos previstos, 70% ocorreram nesses mesmos países (FERLAY J, 2014).
Para o Brasil, foi estimado, para o biênio 2016-2017, a ocorrência de cerca de 600 mil 
casos novos de câncer. Sem contar os casos de câncer de pele não melanoma, nas mulheres, os 
cânceres de mama (CM) (28,1%), intestino (8,6%), colo do útero (7,9%), pulmão (5,3%) e 
estômago (3,7%) figurarão entre os principais (SAÚDE, 2015).
Foram estimados, em 2012, 500 mil óbitos por câncer de mama em mulheres em todo 
mundo. Essas mortes correspondem a 15% de todos os óbitos por câncer nessa população 
(FERLAY J, 2014). Tornando-se assim, a principal causa de morte, por câncer, entre a população 
feminina (MALTONI et al., 2016). A causa primária destas mortes, decorrentes do CM, são as 
metástases em sítios distantes (HALL et al., 2016; KHATCHERESSIAN et al., 2013).
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O CM é uma doença altamente heterogênea seja da visão clínica, morfológica ou 
molecular (DAIDONE et al., 2004). A maioria dos tumores de mama origina-se no epitélio ductal 
(cerca de 80%), mas existem ainda outros subtipos de carcinomas que podem ser diagnosticados, 
como o lobular, tubular, mucinoso, medular, micropapilar, papilar, entre outros. O CM é tido 
como multifatorial, envolvendo fatores biológicos e endócrinos, vida reprodutiva, 
comportamento e estilo de vida (KABAT et al., 2010; KUMAR, 2010).
2.2. Carcinogênese
A palavra câncer tem origem no grego (karkínos), que quer dizer caranguejo, e foi 
utilizada pela primeira vez por Hipócrates. Relatada há mais de 3 mil anos antes de Cristo e 
comprovado por meio de achados em múmias egípcias, o câncer acomete o ser humano por eras e 
até os tempos atuais é um desafio para a medicina (SAÚDE, 2011a). O câncer é um conjunto de 
doenças que são caracterizadas pelo crescimento descontroloda das células. Sendo a 
carcinogênese um processo multifatorial com várias etapas para a sua formação e 
desenvolvimento, regidas por alterações genéticas e epigenéticas (BARTOSCH et al., 2017; 
WEIGELT et al., 2014).
Hanahan e Weinberg (2000) definiram seis capacidades (alterações essenciais) do câncer 
que possibilitam o crescimento e progressão tumoral: i) aumento dos sinais de proliferação; ii) 
inibição de sinais supressores de crescimento; iii) resistência a morte celular; iv) capacidade de 
imortalidade replicativa; v) indução de angiogênese e vi) ativação da metástase e invasão (Figura 
1) (HANAHAN;WEINBERG, 2000). Após avanços científicos foram acrescidas mais duas 
marcas: reprogramação do metabolismo energético e inibição do sistema imune. Além disso, 
postularam mais duas características habilitadoras, que possibilitam a aquisição das marcas acima 
descritas, são elas a instabilidade genômica e a promoção da inflamação (Figura 2) 
(HANAHAN;WEINBERG, 2011).
Importante característica da carcinogênese é a perda da diferenciação celular. Acarretando 
desta forma, mudanças estruturais que em conjunto permitem a célula tumoral desprender-se da 
camada basal e formar metástase. O passo inicial para o processo de metástase é a migração da 
célula a partir de sua camada epitelial, isso só se consegue se estruturas de adesão já foram 
perdidas e substituídas por filamentos mais flexíveis. Uma vez isolada, a célula deve invadir o 
vasos sanguíneos para migrar para órgãos vizinhos (BUHLER;SCHALLER, 2005).
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Figura 1 - As capacidades do câncer
Adaptado de: HANAHAN e WEINBERG, 2011, p.647.
Figura 2 - As capacidades emergentes do câncer e características habilitadoras
Adaptado de: HANAHAN e WEINBERG, 2011, p.658.
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2.3. Câncer de mama
2.3.1 Glândula mamária, classificação e estadiamento
A glândula mamária é constituída por uma série de ductos ramificados que interligam a 
unidade terminal ducto-lobular (UTDL) ao mamilo. A UTDL é a unidade glandular funcional da 
mama, também conhecida como alvéolos (Figura 3). Dois tipos celulares epiteliais revestem os 
ductos e lóbulos, as células luminais e as mioepiteliais/basais (BARNES et al., 2014; PETERSEN 
et al., 1998; VIDI et al., 2013).
Figura 3 - Anatomia da mama
Fonte: BRASILEIRO FILHO, 2006, p.613.
No epitélio de mama bilaminar, o compartimento basal representa o compartimento de 
proliferação, enquanto o compartimento luminal consite de células diferenciadas. O tipo celular 
basal e luminal pode ser distinguido baseado no seu perfil de citoqueratinas (CKs) (IYER et al., 
2013). As células basais são contrateis e contem miofilamentos, se estendem pela membrana 
basal em um padrão em forma de rede, auxiliando na ejeção do leite durante a lactação e 
fornecem suporte estrutural; as células luminais compõem a camada mais interna que reveste a 
camada basal e nos lóbulos são responsáveis pela produção do leite (Figura 4) (BRASILEIRO- 
FILHO, 2006; KUMAR, 2010; VIDI et al., 2013).
O epitélio da mama sofre alterações profundas e dinâmicas ao longo da vida da mulher. 
Ele passa por remodelação com ciclos de ramificação, formação de ácinos e dissolução de 
estruturas epiteliais durante a puberdade, gravidez, lactação e menopausa. Por exemplo, no início
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do ciclo menstrual, os lóbulos se encontram inativos, após a ovulação, entretanto, sob influência 
de estrogênio e progesterona há o aumento do número de ácinos por lóbulo e o estroma se torna 
edemaciado. Já durante a menstruação com a queda nos níveis hormonais ocorre a regressão dos 
lóbulos e desaparecimento do edema estromal (KUMAR, 2010; VAN KEYMEULEN et al., 
2011; VILLADSEN et al., 2007).
Figura 4 - Células epiteliais da glândula mamária.
ducto mamário normal, no qual se observam células luminais, progenitoras 
e mioepiteliais. A membrana basal separa as células mioepiteliais do 
estroma adjacente.
A principal função da membrana basal, uma forma especializada da matriz extracelular, é 
comunicar o tecido epitelial com o conjuntivo e o estroma adjacente. Há uma importante troca de 
informações entre epitélio e estroma, que fornece a homeostasia para o correto funcionamento da 
glândula mamária (VIDI et al., 2013).
O CM é uma doença desigual apresentando diferentes subtipos, que possuem 
características clínicas e prognósticas distintas, além do perfil de tratamento ser exclusivo a cada 
tipo (SAÚDE, 2011b). Dessa forma a classificação correta dos tumores da mama é de suma 
importância para a oncologia moderna, é através dela que há o direcionamento do tratamento e 
adequação da melhor estratégia terapêutica para cada paciente considerando também dados 
clínicos e características do tumor (estadiamento e grau histológico).
O câncer de mama é classificado principalmente por meio do desenvolvimento a partir de 
células epiteliais no tecido mamário (camada de origem) e a expressão de receptores de 
estrogênio (ER), progesterona (PR) e receptor 2 do fator de crescimento epidérmico humano 
(HER2). Receptores de estrogênio ou progesterona são expressos na maioria dos cânceres de
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mama, 20% são HER2 positivos e apenas 10% a 20% são negativos para os três receptores 
(SHIOMI-MOURI et al., 2016).
Apesar da diversidade genética e epigenética há uma conversão para quatro subtipos 
principais: luminal A, luminal B, HER2 positivo e triplo negativo (TPN). O que difere o subtipo 
luminal A do luminal B é a baixa taxa de expressão do Ki67, marcador de proliferação (DAI et 
al., 2014).
O sistema TNM de classificação de tumores malignos é utilizado na rotina clínica com o 
objetivo de auxiliar a tomada de decisões, sendo uma técnica geral de classificação pela extensão 
anatômica da doença. O Sistema foi desenvolvido por Pierre Denoix (França), entre os anos de 
1943 e 1952 (DENOIX, 1950; 1952). Em 1958, o Comitê de Estadiamento Clínico e Estatística 
Aplicada (União Internacional Contra o Câncer -  UICC) publicou suas primeiras recomendações 
para a classificação em estadios clínicos dos cânceres da mama e laringe e para a apresentação 
dos resultados (SAÚDE, 2004).
Este sistema de classificação, para descrever a extensão anatômica da doença, tem por 
base a avaliação de três componentes: i) T - a extensão (tamanho) do tumor primário; ii) N - a 
ausência ou presença e a extensão de metástase em linfonodos regionais; e iii) M - a ausência ou 
presença de metástase à distância. A adição de números a estes três componentes indica a 
extensão da doença maligna (SAÚDE, 2004).
Duas classificações são descritas para cada localização anatômica: a) A classificação 
clínica (classificação clínica pré-tratamento - cTNM); e b) classificação patológica (classificação 
histopatológica pós-cirúrgica - pTNM). Após definir as categorias T, N e M ou pT, pN e pM, elas 
podem ser agrupadas em estadios (MAHUL B. AMIN, 2014).
2.3.2 Transição epitélio-mesenquimal (EMT)
Metástase é a principal responsável por mortes em decorrência do câncer de mama 
(KARHADE et al., 2014; KRAWCZYK et al., 2014). Postula-se que a cascata de eventos que 
converte células epiteliais aderentes em células mesenquimais migratórias individuais capazes de 
iniciar o processo metastático é conhecida como transição epitélio-mesenquimal. Estes dois tipos 
celulares (epitelial e mesenquimal) diferem morfologicamente e funcionalmente. As células 
epiteliais estão em camadas de células colunares ou cuboides e estão interligadas por complexos 
de adesão célula a célula e célula-matriz extracelular apresentando dessa forma uma polaridade
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ápico-basal. Em contrapartida, as células mesenquimais não apresentam junções intercelulares, 
com ausência de polaridade e são móveis (FORONI et al., 2012; WANG;ZHOU, 2013).
Neste processo, para adquirir as características fenotípicas necessárias a progressão, as 
células tumorais perdem a expressão de marcadores epiteliais específicos, incluindo E-caderina, 
EpCAM e citoqueratinas, adquirem a expressão de marcadores mesenquimais como vimentina e 
N-caderina, CD44 e ALDH1 e regulam positivamente metaloproteinases, principalmente MMP2 
e MMP9 (BROERSEN et al., 2014; FRIEDLANDER et al., 2014; VIDEIRA et al., 2014).
Tais mudanças podem ocorrer de forma parcial, criando fenótipos híbridos em células 
tumorais que acumularão características de ambos os tipos celulares. Além disso, ao contrário da 
EMT fisiológica que ocorre durante o desenvolvimento embrionário, a EMT em tumores é 
transitória (KSIAZKIEWICZ et al., 2012). Portanto, células submetidas a EMT em tumores 
primários invadem o estroma circundante, extravasa na circulação sanguínea e chega em órgãos 
distantes, onde elas crescem novamente. Um passo importante para adaptação ao novo 
microambiente é a transição do fenótipo mesenquimal para epitelial, chamada transição 
mesenquima-epitelial (MET), porém ainda não está bem definido quando e onde ocorre tal 
processo (Figura 5) (FRIEDLANDER et al., 2014; THIERY, 2002; YAO et al., 2011).
Figura 5 - Sítios de EMT e MET no desenvolvimento e progressão do câncer de mama
Adaptado de: THIERY, 2002, p.445.
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Nitidamente o processo metastático é altamente complexo e pouco compreendido até o 
momento. Além das etapas descritas acima, sabe-se que as células tumorais recrutam diferentes 
tipos celulares no estroma circundante (fibroblastos, macrófagos, granulocitos) que cria um 
estroma inflamatório possivelmente capaz de liberar um número de sinais indutórios de EMT 
(FORONI et al., 2012).
CTCs isoladas de pacientes com CM mostraram extensa variabilidade na expressão 
gênica, apresentando subpopulações com expressão de marcadores epiteliais, mesenquimais e 
coexpressão de ambos (ELLSWORTH et al., 2016). As CTCs são usualmente identificadas 
baseadas na expressão apenas de marcadores epiteliais como CKs, EpCAM e na ausência da 
expressão do marcador CD45. No entanto, como descrito acima, existem estudos translacionais 
limitados ligando EMT e CTCs (FORONI et al., 2012).
A invasão da corrente sanguínea por estas células talvez se dê pelos recentes vasos 
formados na tumorigênese, porém estão presentes em baixas taxas, aproximadamente 1 CTC por 
108 células mononucleadas e provavelmente fiquem em estado dormente por anos. Estudos 
demonstraram que de 106 CTCs que entram nos vasos sanguíneos por dia, aproximadamente 85% 
desapareceram em cinco minutos, apenas 2,5% das CTCs formam metástases e 0,01% formam 
metástases macroscópicas (BROERSEN et al., 2014; PAPADAKI et al., 2014).
Diante dos potenciais benefícios da utilização de células tumorais circulantes para a 
prática clínica, o American Joint Comittee on Cancer (AJCC) propôs uma nova categoria, 
M0(i+), para estadiamento do câncer de mama no sistema TNM, definido como "não evidência 
clínica ou radiográfica de metástases à distância, e sim, depósito de células tumorais 
molecularmente ou microscopicamente detectados no sangue, na medula óssea ou qualquer outro 
tecido nodal, não regional, em um paciente sem sintomas ou sinais de metástases (STRATI et al.,
2013) .
Embora esteja bem estabelecido o papel no prognóstico de CTC, a sua utilização na rotina 
clínica ainda é incerto. CTC poderiam fornecer informações preditivas em relação à resposta ao 
tratamento de forma mais eficaz, mais precocemente e com mais informações além do tamanho 
tumoral proporcionado pelos exames de imagens convencionais (ALUNNI-FABBRONI et al.,
2014) .
Dessa forma, o isolamento de CTCs permanece tecnicamente difícil por duas razões: a sua 
escassez e sua heterogeneidade (BONNOMET et al., 2010), por isso é de suma importância a
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otimização das técnicas de detecção de CTCs e isso dependerá, principalmente, da melhor 
caracterização dos fenótipos das CTCs e dos mecanismos responsáveis por sua formação.
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3. OBJETIVOS
3.1. Geral
Caracterizar as células tumorais presentes no tecido e sangue de pacientes com câncer de 
mama e com doença benigna da mama, quanto ao nível transcricional dos marcadores de 
transição epitelial para mesenquimal com o objetivo de propor um possível mecanismo de 
formação das CTCs.
3.2. Específicos
• Determinar o perfil transcricional dos genes citoqueratinas, ALDH1, CD44, E-caderina, 
Ep-CAM, MMP-2, MMP-9, N-caderina e vimentina em tecido e sangue periférico de 
pacientes com e sem tumores, pelo método de PCR em tempo real (qPCR);
• Correlacionar os resultados de expressão gênica com os dados clínicos dos pacientes;
• Avaliar o potencial das citoqueratinas, ALDH1, CD44, E-caderina, Ep-CAM, MMP-2, 
MMP-9, N-caderina e vimentina como biomarcadores para determinar a efetividade do 
tratamento do câncer de mama.
• Propor um possível mecanismo de formação de CTCs para auxiliar na efetividade do 
tratamento.
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ARTIGO: Specific transcriptional signatures of EMT genes indicate phenotypical 
alterations in CTCs during breast cancer development
Artigo submetido para publicação para o periódico “Cancer Science” (comprovante de 
submissão: anexo B).
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Abstract
The aim of this study was to evaluate the transcriptional profile of epithelial and mesenchymal 
markers, seeking to evaluate the mechanisms driving the circulating tumor cells (CTCs) during 
cancer initiation and progression and to propose possible markers that aid in the evaluation of 
treatment effectiveness. Three groups were considered: Breast Cancer (BC) patients with and 
without chemotherapy (CT), and patients with benign breast disease (BBD). Breast tumor tissue 
was collected to analyze the presence of tumor cells. Peripheral blood was collected to analyze 
the presence of circulating tumor cells (CTCs). RNA was extracted and real-time PCR was 
performed to analyze the transcriptional levels of epithelial-mesenchymal transition (EMT) 
markers in blood and tissue in patients with BBD, BC without CT and BC with CT. Data from 
medical records of 87 patients were analyzed; 25 women were diagnosed with BBD and 62 with 
BC. The CK6a, CK18, vimentin, MMP9 and CD44 genes had elevated levels of transcriptional 
genes in the peripheral blood in the BC group without CT compared to the other groups. CD44 
had elevated levels of transcriptional genes higher in in situ tumor (stage 0), decreased in 
intermediate stages and returned to increase in later stages of BC. We found a similar result in 
tumor with differentiation grade. In view of these results we propose a new hypothetical model 
of BC development. We concluded that the process of altering the phenotype of CTCs is relevant 
and occurs early in cancer development. Moreover, EMT markers may be useful in clinical 
routine to monitor the effectiveness of CT.
Key words: Chemotherapy, circulating tumor cells, breast cancer, epithelial-mesenchymal 
transition, quantitative Real-Time PCR.
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ALDH1: aldehyde dehydrogenase isoform 1; ANOVA: Analysis of variance; BC: Breast Cancer; 
BBD: benign breast diseases CK: Cytokeratins; CT: Patients treated with chemotherapy; CTCs: 
Circulating tumor cells; EMT: Epithelial-mesenchymal transition; EpCAM: epithelial cell 
adhesion molecule; ER: estrogen receptor; HER2: Human epidermal growth factor receptor 2; 
MMPs: matrix metalloproteinases; Mx: Unvalued; NR: Not reported; Nx: Unvalued; PR: 
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Introduction
Breast cancer (BC) is the type of cancer with the highest incidence and mortality in 
women and presents an estimated 57,960 new cases in 2017 in Brazil (1). In 2012, 500,000 
cancer deaths were estimated in women worldwide, and in 90% of cases metastasis occurred in 
nearby and distant sites, not considering the primary tumor (2-4).
Understanding the location and timing of the occurrence of metastases is not a trivial task 
and at least two classical models are described in the literature. The first and oldest is that 
metastatic dissemination is a late event and occurs in advanced staging tumors. Thus, in this 
model, the tumor cells undergo a clonal selection, and those more able to form metastasis are 
selected and submitted to other mutations, allowing the escape and survival in secondary sites 
(5). In contrast, the second model determines that tumor cells acquire the ability to develop 
metastasis in other sites early in the development of the disease, when the tumor is very small or 
even undetectable (6).
Literature postulates that metastatic cascade is generally composed of the following steps: 
(a) tumor cells separate from the primary tumor after changes in its phenotype; (b) penetrate the 
basement membrane and invade neighboring tissues; (c) diffuse into the blood and / or lymphatic 
vessels; (d) form distal organ micro metastases and (e) adapt and reprogram the surrounding 
stroma to develop macro metastases (7, 8). Thus, tumoral epithelial cells need to acquire 
characteristics to become circulating tumor cells (CTC) and to form metastases. Such abilities 
are provided by a change of phenotype and the cells tend to lose epithelial characteristics and 
start expressing mesenchymal characteristics. The process that allows this event is named 
epithelial-mesenchymal transition (EMT) (9-11), but the mechanism has not yet been fully 
clarified. During this process, tumor cells lose the expression of specific epithelial markers, 
including E-cadherin, EpCAM and cytokeratins, and acquire the expression of cytoskeletal 
mesenchymal markers, adhesion proteins and stem-like proteins such as vimentin, N-cadherin,
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CD44 and ALDH1, respectively. In addition, they positively regulate metalloproteinases (MMP2 
and MMP9) (11-13). Consequently, CTCs pass from tumoral epithelial cells to tumoral stem 
cells (CSCs), through the EMT process, and these “stem-cell” characteristics enable not only 
migration and invasion by these cells, but also resistance to conventional therapies (14-17).
Markers for the early detection of metastases in all stages of BC (18) are still required, as 
well as better understanding of the mechanism of its formation, allowing more effective and 
targeted treatment (19, 20) that would favor the clinical routine.
In this sense, our goal was to identify tumor cells in tissue and CTCs in peripheral blood 
of BC patients (with and without CT) and patients with benign breast disease (DBM) to evaluate 
the transcriptional profile of epithelial and mesenchymal markers, aiming to evaluate the 
mechanism driving the CTCs initiation and progression and to propose possible markers that 
could aid in treatment effectiveness.
Materials and Methods 
Study patients
An experimental study conducted in a Brazilian University Hospital (HC-UFU, 
Uberlandia, Minas Gerais, Brazil) including interviews with patients diagnosed with BC and 
BBD. Data were collected from 2013 to 2016 and volunteers were selected for convenience 
while waiting for surgery in the hospital waiting room.
Women who presented BC diagnosis, confirmed by anatomopathological examination, 
were part of the "BC" group. Women who, after surgery, did not present BC but presented 
fibroadenome, atypical ductal hyperplasia, papilloma or other benign breast diseases constituted 
BBD group. The women were evaluated regarding previous neoadjuvant chemotherapy or not.. 
In this study, women over 18 years of age who had the physical, verbal and cognitive ability to 
answer the socioeconomic questionnaire were included. Exclusion criteria were age below 18 
years, primary tumor at a site other than the breast, and physical or mental inability to answer the 
questionnaire.
This study was approved by the Human Research Ethics Committee (protocol number 
174.009/2013) and the entire study was conducted based on the standards of the Declaration of 
Helsinki. All participants signed a free and informed consent form.
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Analyses of transcriptional levels
Sample collection
Peripheral blood and mammary tumor tissue samples were obtained and subsequent 
analysis of the transcriptional profiles of specific genes. Peripheral blood samples were collected 
in a vacutainerTM tube containing K2EDTA 7.2 mg. The obtained tissue was stored at -80°C 
submerged in RNA holder for RNA extraction.
Extraction of total RNA from peripheral blood and tissue
RNA was extracted using Trizol reagent (Invitrogen, Life Technologies, Carlsbad, CA, 
USA) and following the manufacturer's recommendations. The extraction product was subjected 
to agarose gel electrophoresis (1.5% agarose and 0.5 pg / ml ethidium bromide) made in TBE 
buffer (45 mM Tris-borate, pH 8.3 and 1 mM EDTA). After 1 hour at 100 volts, electrophoretic 
profile was visualized in UV light and documented in ImageSystem - VDS (Amersham 
Biosciences) to evaluate the quality of RNA extraction.
Reverse Transcription
For reverse transcription, 1 pg of total RNA, 10 U of RNase inhibitor (Invitrogen), 40 U 
of MMLV-RT (Amersham Biosciences), 1X of MMLV-RT buffer (Amersham Biosciences), 200 
pM dNTPs , DATP, dTTP and dCTP) and 126 pmoles. The solution was incubated in PTC-100 
thermocycler (MJ Research) at 37 ° C for 1 hour and heated at 95°C for 5 minutes (21). Control 
reactions (without RNA) were performed to verify possible exogenous contaminants. The cDNA 
was stored at -20°C for further amplification.
PCR for sample validation
The quality of the cDNA was assessed by amplification of a 536 bp fragment of the 
constitutive gene P-2-Microglobulin (B2M) flanked by the oligonucleotides: 5'- 
AGCAGAGAATGGAAAGTCAAA 3 'and 5' TGTTGATGTTGGAGAGAGAA 3 '. For this 
reaction, 1X PCR buffer (20 mM Tris-HCl - pH 8.0, 0.1 mM EDTA, 1 mM DTT, 50% v / v 
glycerol) (Invitrogen), 200 pM dNTPs (Invitrogen), 5 pmoles primers Invitrogen), 1 U 
Platinum®Taq DNA polymerase (Invitrogen), 4 mM MgCl2 (Invitrogen). Each reaction 
comprised the following steps: 95 ° C for 4 minutes, 34 cycles of 94 ° C for 40 seconds, 59 ° C 
for 40 seconds, 72 ° C for 50 seconds and 72 ° C for 5 minutes in PTC-100 thermal cycler (MJ 
Research Inc.). The product of the reaction was analyzed by agarose gel electrophoresis.
32
Analysis of specific oligonucleotides
In order to establish the transcriptional profile of cytokeratins, ALDH1, CD44, E- 
cadherin, EpCAM, MMP-2, MMP-9, N-cadherin and vimentin in patient with BC and BBD, 
pairs of oligonucleotides were designed for each of the gene sequences and for the reference 
gene B2M. Oligonucleotides flanking fragments in sizes of 50 to 150 base pairs and that were 
considered viable for amplification standards according to Primer Express version 3.0 software 
(Applied Bisystems) were used.
Relative transcriptional quantification by qPCR
The relative transcriptional quantifications of the target genes (cytokeratins, ALDH1, 
CD44, E-cadherin, Ep-CAM, MMP-2, MMP-9, N-cadherin and vimentin) were estimated by 
means of real time PCR (qPCR) from the obtained cDNA. Samples were amplified in duplicate 
and the detection occurred from the fluorescence emission of dye SYBRGreen according to the 
use of the Master Mix SYBR®Green PCR Core Reagents kit (Applied Biosystems).
Data analyses
Sample size
All eligible women during the study were invited to participate. The sample was 
calculated with the alpha level of 0.05 and with a confidence interval of 95% (z=1.96), resulting 
in a total sample of 33 patients required at the end of the study. Considering a 20% adjustment 
for possible losses, a minimum of 40 patients were required.
Statistical analysis
Initially, the Kolmogorov-Smirnov normality test was performed. From the behavior of 
the variables, parametric tests were performed for variables with normal distribution, or non­
parametric tests for variables without normal distribution. To compare the transcriptional levels 
of the target genes in the established groups the Mann-Whitney Test or T-Test for independent 
samples was used. To correlate the markers and tumor characteristics were used the Kruskal- 
Wallis Test or Tukey One-way and Post-hoc Anova Test. The 95% confidence interval was 
considered and p <0.05 values were considered significant. Statistical analyzes were performed 
on GraphPad Prism 5 (GraphPad Software, La Jolla, CA, USA) and SPSS version 21.0 (SPSS, 
IBM, Chicago, IL, USA).
33
Results
Characteristics of patients
The study included 87 patients, 25 women diagnosed with BBC and 62 with BC. The 
mean age of the BBC group was 50 ± 14.8 years and for the BC group was 54.76 ± 11 years.
The clinical, hormonal and therapeutic data of the BC group are shown in Table 1. Nine 
patients from 62 (14.5%) had tumor in situ, 16 patients (25.8%) were classified as T1, 24 patients 
(38.7%) had T2 tumors and 5 patients (8.1%) had T3/T4 tumors. Thirty-one patients (50%) 
presented lymph nodes negative for the disease (No), 14 (22.6%) had one to three positive lymph 
nodes (N1) and 7 (11.3%) presented more than 3 lymph nodes positive for the presence of tumor 
cells (N2/N3). Seven patients from 62 (27.4%) had histological grade 1 tumors, 27 (43.5%) 
presented histological grade 2 and 16 (25.8%) histological grade 3.
Regarding the hormonal receptors, seventeen patients from 62 (27.4%) had estrogen 
receptor negative tumors and 44 (71%) were positive. As well as, 27 volunteers (43.5%) were 
negative for progesterone receptor and 34 (54.8%) had positive tumors. Thirty-seven (59.7%) 
had HER2-negative tumors and 24 (38.7%) were positive. The Ki67 marker showed a positive 
staining of less than 14% of the tumor cells in 25 (40.3%) patients and more than 14% in 24 
(38.7%). At the time of the interview, forty-nine patients (79%) had not undergone 
chemotherapy and only 13 (21%) patients had already undergone this treatment.
Insert Table 1
Transcriptional levels of target markers
In Table 2, we present the comparisons between BC and BBD for the transcriptional 
levels of the target genes; no marker presented a statistically significant difference.
Insert Table 2
When the BC group was subdivided into women who underwent chemotherapy (BC with 
CT) and those who did not receive this treatment (BC without CT), there was a significant 
difference in peripheral blood for CK6a. In the BC without CT group the median of the 
transcriptional level was higher compared to the BC with CT group, as well as the BBD group 
compared to the BC with CT group. The CK18, MMP9 and CD44 markers showed significant 
difference in the transcriptional levels in the BC without CT group compared to the BBD group. 
Vimentin showed higher transcriptional levels in the BC without CT group compared to the BC
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with CT group and also BBD group (Table 3). For the transcriptional levels in the breast tissue, 
the markers did not present significant difference when comparing the groups.
Insert Table 3
Transcriptional levels of target markers and primary tumor characteristics
We found no significant correlation between the markers and the clinical characteristics 
of the primary tumor in the breast tissue of BC patients, independent of CT. However, we 
identified a significant correlation in the peripheral blood between the CD44 marker and 
pathological staging, and this difference was found between in situ (stage 0) and IIA and IIB 
staging tumors.
The transcriptional levels were higher in the in situ tumor, had a decrease in the 
intermediate stages and returned to increase in later stages. This pattern has a tendency to repeat 
for the markers vimentin and MMP9 (Table 4 and Figure 1).
In addition, when we subdivided the breast cancer group into BC with CT and without 
CT, the significant difference between in situ tumor (stage 0) and staging IIA and IIB disappears 
in the BC without CT group (p = 0.619) and does not occur in CT ( p = 0.005).
Insert Table 4
When we correlate the genes transcriptional levels and the tumor differentiation grade, 
something similar to staging occurs. There was observed difference between histological grades 
2 and 3 in the peripheral blood for the CD44 marker, and it were also observed the same 
tendency of CD44, vimentin and MMP9 levels to decrease in the intermediate grade and to 
return to be high in histological grade 3 (Table 5 and Figure 2). The significant difference 
between grades disappears in the BC without CT group (p = 0.083).
Insert Table 5
In summary w e postulate a new hypothetical model of breast cancer development. We 
suppose that in tissue we probable find a basal expression of all biomarkers, without great 
differences between BC and BBD. However, especially when tumor cells increase the levels of 
vimentin, MMP9 and CD44, they are able to migrate into the bloodstream, becoming CTCs. In 
intermediate stages, they enter into a " dormancy" state and return to express such biomarkers in 
advanced stages, most likely with the function of establishing the tumor at secondary sites 
(Figure 3).
35
Discussion
In our study, we verified that the transcriptional levels of epithelial and mesenchymal 
biomarkers change with the evolution of BC, and we propose a possible model of development 
and progression of CTCs. In addition, we identified that chemotherapy eliminates part of the 
CTCs. Our hypothesis is that the eliminated CTCs are those that did not go through the complete 
transition, that is, they are those that express epithelial and mesenchymal biomarkers and are 
therefore more susceptible to therapy.
Interestingly, although we did not use a technique to isolate and count circulating tumor 
cells in peripheral blood, the expression pattern of epithelial and mesenchymal markers mirrored 
those of studies described in the literature that used specific techniques to enrich, isolate and 
enumerate such cells (8, 22-25).
In our study, CK6a presented higher levels in the BC group without chemotherapy and 
BBD in comparison to the BC group with chemotherapy. CK6a is a component of the basal cell 
cytoskeleton, a less differentiated cell type if compared to luminal cells, a second type of cell 
present in the mammary gland. Studies indicate that this cytokeratin is involved in cell 
proliferation and migration, where silencing of this gene causes reduction of proliferation in 
mammary cells of mice (26, 27). Thus, this protein must play an important role in the onset of 
the metastatic cascade, that is, in the proliferation and migration of tumor cells into the 
bloodstream.
CK18 had higher levels in BC without chemotherapy compared to the BBD group. This 
CK is an important component of the luminal cell cytoskeleton in the breast but its function is 
not only structural and it participates in several cellular processes (e.g. apoptosis, proliferation 
and behavior of tumor cells) (28). The most relevant finding is that CK18 induces EMT through 
the activation of the TGF-P1 pathway (29). Therefore, maintaining the gene expression of CK18 
in the formation of CTCs is associated with the need of these cells to undergo EMT (30, 31).
Transcriptional levels of the vimentin gene are elevated in the BC group without 
chemotherapy compared to the BC group with chemotherapy and DBM. Vimentin is a classic 
biomarker of the mesenchymal phenotype (32, 33). Studies have shown that higher levels of this 
protein are associated with the greater power of invasion of tumor cells in vitro and consequently 
their silencing has reduced the formation of metastases (34-36).
Like CK18, Metalloproteinase 9 exhibited elevation in transcripts in the BC group 
without chemotherapy when compared to BBD. MMPs are a family of proteolytic proteins 
responsible for degradation of the extracellular matrix, an important step in the metastatic
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cascade, so these enzymes are responsible for the invasion and progression of CTCs (37). MMP9 
is an interesting enzyme because it is a gelatinase capable of cleaving type IV collagen, 
fibronectin and elastin, the main components of the extracellular matrix (38).
A similar result to CK18 and MMP9 was found for CD44, another established marker of 
stem cells. Characterized as an adhesion molecule, multifunctional and multistructural, it belongs 
to the family of transmembrane glycoproteins, related to cell-to-cell and cell-matrix interactions 
(39, 40). Through these interactions CD44 promotes the invasion and migration of CTCs (41). 
There is evidence that this receptor is associated with MMP9 resulting in the activation of this 
enzyme (42). Thus, there seems to be a correlation between these markers, favoring the 
migration and invasion of tumor cells.
In view of the presented results, we believe that tumor cells undergo a reprogramming in 
the expression of several proteins, changing the epithelial phenotype to mesenchymal, with the 
objective of favoring the development and progression of CTCs. However, this process is highly 
dynamic and may occur in a partial way, that is, the CTCs expressing both markers: epithelial 
and mesenchymal (43).
Possible limitations of this study should be considered. The sample size, since despite 
already having noticed a tendency, can be significant if  the number of women is greater. We did 
not isolate the CTCs and enumerate them, but when compared to the literature the biomarkers 
used in the study were similar and the qPCR method could be more easily implemented in the 
clinical routine because it is cheaper and faster.
Thus, in comparison with traditional tissue biopsy, the identification of CTCs using the 
qPCR technique through the markers CK6a, CK18, vimentin, MMP9 and CD44, offers 
numerous advantages: the collection of peripheral blood is much easier to perform, relatively 
inexpensive, presents lower risk to the patient, causes lower morbidity and is easy to repeat over 
time. The idea of live serial monitoring of CTCs is attractive as it allows for an estimation of the 
burden of disease circulating over time allowing researchers to track and discover new changes 
in tumor cells and shed light on some of the fundamental processes such as metastasis and 
resistance to current therapies (11).
In conclusion, our results suggest that the transition process from epithelial to 
mesenchymal phenotype is relevant for CTCs to migrate and to establish secondary tumors, 
which are responsible for early deaths of women due to cancer. Thus, it is important to monitor, 
in a more effective way, patients diagnosed with tumors in situ. In addition, the markers CK6a, 
CK18, vimentin, MMP9 and CD44 may be useful in clinical routine to monitor the effectiveness 
of chemotherapy.
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Table 1. Clinical, hormonal and therapeutic characteristics of breast cancer patients
Variable Patients (n=62) 
n %
Age (years)
Mean ± SD 54.76 ± 11.00
Tumor size
pTx 8 12.9
pTis 9 14.5
pT1 16 25.8
pT2 24 38.7
pT3 4 6.5
pT4 1 1.6
Regional Lymph nodes 10 16.1pNx 31 50.0pN0 14 22.6pN1 5 8.1pN2 2 3.2pN3
Histological grade
G1 7 11.3
G2 27 43.5
G3 16 25.8
NR 12 19.4
Status ER
Negative 17 27.4
Positive 44 71.0
NR 1 1.6
Status do PR
Negative 27 43.5
Positive 34 54.8
NR 1 1.6
Status HER2
Negative 37 59.7
Positive 24 38.7
NR 1 1.6
Ki67
<14% 25 40.3
>14% 29 46.8
NR 8 12.9
Chemotherapy
No 49 79.0
Yes 13 21.0
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Table 2. M edian/m ean and p ercentiles /  SD of tran scrip tion al levels of m olecu lar m arkers
Markers BC BBD p Value
N Median (p25-p75)/ 
Mean±SD
N Median (p25-p75)/ 
Mean±SD
Bloodstream
CK51 36 0.45 (0.16-0.90) 15 0.60 (0.44-1.77) 0.097
CKôa1 36 0.60 (0.27-1.49) 15 0.96 (0.24-1.84) 0.656
CK81 36 1.11 (0.49-2.27) 16 0.74 (0.59-1.56) 0.868
CK181 35 1.71 (0.84-3.43) 15 0.82 (0.38-1.82) 0.113
E-cadherin1 29 1.68 (0.83-3.46) 12 1.04 (0.78-2.25) 0.271
EpCAM1 28 1.39 (0.35-3.22) 13 1.31 (0.43-5.14) 0.746
N-cadherin2 17 0.84 (0.95) 8 1.09 (1.07) 0.574
Vimentin1 24 2.07 (0.86-4.11) 9 0.92 (0.45-1.99) 0.154
MMP21 28 1.69 (0.70-3.69) 12 1.08 (0.73-2.45) 0.590
MMP91 27 1.75 (0.66-4.35) 12 0.74 (0.38-2.47) 0.086
ALDH11 29 0.78 (0.47-1.17) 13 0.64 (0.18-1.06) 0.174
CD442 29 0.78 (0.51) 12 0.54 (0.38) 0.148
Tissue
E-cadherin1 25 0.56 (0.20-1.14) 11 0.83 (0.44-2.85) 0.359
EpCAM1 20 0.63 (0.36-1.57) 11 1.46 (0.35-2.08) 0.427
N-cadherin 1 28 0.96 (0.17-58.42) 13 1.22 (0.23-3.34) 0.628
Vimentin1 16 0.66 (0.54-2.66) 10 1.24 (0.24-2.66) 0.897
MMP91 18 0.91 (0.35-8.38) 11 0.45 (0.23-3.66) 0.550
ALDH11 19 0.56 (0.05-6.66) 10 2.17 (0.12-6.54) 0.573
Legend: 1Mann-Whitney test, independent samples t-test
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Table 3. Influence of ch em o th erap y on tran scrip tion al levels o f target genes
Markers BC without CT BC with CT BBD
n Median (p25-p75)/ 
Mean±SD
n Median (p25-p75)/ 
Mean±SD
n Median (p25-p75)/ 
Mean±SD
Bloodstream
CK51 15 0.57 (0.23-1.02) 21 0.33 (0.12-0.84) 15 0.60 (0.44-1.77)
CK6a1 15 1.05 (0.46-1.97)a 21 0.59 (0.13-0.65)b 15 0.96 (0.24-1.84)a
CK81 15 1.63 (0.61-2.30) 21 0.83 (0.45-2.10) 16 0.74 (0.59-1.56)
CK181 15 2.21 (0.95-2.77)a 20 1.59 (0.65-3.67)ab 15 0.82 (0.38-1.82)b
E-cadherin1 13 1.78 (0.68-4.91) 16 1.64 (0.97-2.18) 12 1.04 (0.78-2.25)
EpCAM1 12 1.80 (0.80-2.76) 16 0.89 (0.15-5.20) 13 1.31 (0.43-5.14)
N-cadherin2 10 0.94 (1.20) 7 0.70 (0.46) 8 1.09 (1.07)
Vimentin1 13 2.65 (1.79-6.09)a 11 1.27 (0.53-2.05)b 9 0.92 (0.45-1.99)b
MMP21 13 1.79 (0.87-5.54) 15 1.61 (0.58-2.41) 12 1.08 (0.73-2.45)
MMP91 12 2.16 (0.88-5.72)a 15 1.24 (0.64-2.58)ab 12 0.74 (0.38-2.47)b
ALDH11 13 0.83 (0.53-1.25) 16 0.70 (0.37-1.17) 13 0.64 (0.18-1.06)
CD442 13 1.04 (0.49)a 16 0.58 (0.44)ab 12 0.54 (0.38)b
Tissue
E-cadherin1 20 0.48 (0.20-0.88) 5 0.78 (0.20-23.4) 11 0.83 (0.44-2.85)
EpCAM1 15 0.64 (0.34-1.66) 5 0.50 (0.32-4.6) 11 1.46 (0.35-2.08)
N-cadherin1 21 0.59 (0.15-66.85) 7 9.33 (0.15-62.03) 13 1.22 (0.23-3.34)
Vimentin1 12 0.66 (0.53-4.90) 4 1.55 (0.56-2.66) 10 1.24 (0.24-2.66)
MMP91 15 2.75 (0.36-10.09) 3 0.45 (0.014- ) 11 0.45 (0.23-3.66)
ALDH11 19 0.74 (0.05-7.69) 4 0.38 (0.06-0.92) 10 2.17 (0.12-6.54)
Legend: 1Mann-Whitney test, independent samples t-test. Horizontal medians followed by different letters differed statistically with p 
<0.05.
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Table 4. Co rre lation  betw een tran scrip tion al levels of target gen es and pathological staging
Markers
n 0
Median
(p25-p75)/
Mean(SD)
n I
Median 
(p25-p75)/ 
Mean (SD)
n IIA
Median 
(p25-p75)/ 
Mean (SD)
n IIB
Median 
(p25-p75)/ 
Mean (SD)
n IIIA
Median
(p25-p75)/
Mean
(SD)
p Valor
Bloodstream
CK51 6 0.86 5 0.33 7 0.77 6 0.42 4 0.63 0.770
(0.28-5.47) (0.15-0.71) (0.13-0.93) (0.14-0.76) (0.16-1.46)
CK6a1 6 1.28 5 0.90 7 0.59 6 0.82 4 1.08 0.657
(0.44-4.39) (0.15-1.74) (0.03-0.68) (0.14-2.74) (0.66-1.45)
CK81 6 1.61 5 1.88 7 0.51 6 1.24 4 1.86 0.560
(0.59-4.39) (0.24-3.29) (0.03-0.94) (0.44-3.16) (1.02-2.20)
CK181 6 1.51 5 2.21 7 1.28 6 1.65 4 3.26 0.422
(0.58-7.56) (0.38-4.37) (0.09-1.85) (0.97-4.57) (1.98-7.76)
E-cadherin1 5 1.28 2 1.24 7 1.96 5 4.29 3 1.02 0.441
(0.33-2.36) (0.70-) (1.21-2.23) (1.28-7.09) (0.10- )
EpCAM1 4 0.46 2 1.01 7 0.50 5 1.67 3 2.86 0.366
(0.05-1.40) (0.02- ) (0.05-5.82) (1.09-4.84) (1.01- )
N-cadherin2 4 1.14 1 0.69 4 0.53 3 0.63 2 1.88 0.659
(1.77) ( ) (0.42) (0.50) (0.47)
Vimentin1 4 2.01 2 1.11 5 1.27 5 3.31 3 5.84 0.268
(1.14-2.62) (0,11- ) (0.42-2.31) (1.39-10.20) (0.53- )
MMP21 5 5.41 2 0.45 7 1.05 4 2.91 3 1.39 0.321
(0.26-11.59) (0.20 - ) (0.39-3.18) (1.68-5.25) (0.75- )
MMP91 4 1.16 2 5.82 7 4.53 5 0.64 3 1.75 0.111
(0.19-3.68) (3.66- ) (0.92-5.67) (0.43-1.69) (0.58- )
ALDH11 6 0.93 2 0.66 8 1.05 5 0.49 3 1.43 0.379
(0.69-3.23) (0.55- ) (0.68-1.17) (0.21-1.02) (0.25- )
CD442 6 1.32a 2 0.81 7 0.47b 5 0.55b 3 1.24 0.008
(0.63) (0.03) (0.30) (0.19) (0.40)
Tissue
E-cadherin1 4 0.53 4 0.28 6 4.92 5 0.64 3 1.39 0.348
(0.12-0.76) (0.06-0.74) (0.28-28.72) (0.11-4.77) (0.35- )
EpCAM1 4 0.48 3 0.86 6 4.62 2 0.26 2 1.06 0.216
(0.10-0.79) (0.18- ) (0.54-7.42) (0.01- ) (0.47- )
N-cadherin2 4 0.72 6 0.46 8 18.50 4 28.45 3 8.64 0.842
(0.23-64.82) (0.20-145.67) (0.60-252.9) (2.59-105.46) (0.02- )
Vimentin1 3 0.651 3 0.86 4 1.69 1 9.10 2 1.31 0.637
(0.649- ) (0.18- ) (0.55-8.93) (0.17- )
MMP91 3 0.93 3 0.09 4 13.41 2 5.49 3 0.45 0.319
(0.63- ) (0.01- ) (1.43-40.08) (0.89- ) (0.36- )
ALDH11 3 6.65 4 0.02 5 0.56 3 16.75 2 0.59 0.167
(0.20- ) (0.02-1.25) (0.23-16.61) (0.74- ) (0.15- )
Legend: 1 Kruskal-Wallis test. 2 One-way ANOVA. Horizontal medians followed by different letters differed statistically according to
the Tukey post-hoc test at the 5% probability; *p<0.05.
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Table 5. Corre lation betw een tran scrip tion al levels of the target genes and tu m o r d ifferentiation  grade
Markers
N 1
Median (p25- 
p75)/
Mean (SD)
N 2
Median (p25-
p75)/
Mean (SD)
n 3
Median (p25- 
p75)/
Mean (SD)
p
Valor
Bloodstream
CK51 3 0.23 16 0.51 7 0.33 0.848
() (0.14-0.87) (0.05-1.03)
CK6a1 3 0.59 16 0.60 7 0.60 0.823
() (0.17-1.86) (0.25-1.49)
CK81 3 1.41 16 0.73 7 1.90 0.633
() (0.45-2.27) (0.52-2.71)
CK181 3 2.02 16 1.63 7 2.76 0.745
() (0.72-4.15) (0.84-3.75)
E-cadherin1 3 4.29 14 1.99 5 0.95 0.226
() (1.56-4.00) (0.02-3.28)
EpCAM1 3 2.46 14 1.82 5 1.15 0.645
() (0.36-5.86) (0.05-3.10)
N-cadherin2 2 0.35 6 0.52 4 1.18 0.200
(0.17) (0.42) (0.86)
Vimentin1 3 7.86 10 1.80 4 1.95 0.091
() (0.15-2.76) (0.72-5.41)
MMP21 2 3.53 14 1.78 5 1.61 0.632
() (0.62-2.21) (0.40-3.52)
MMP91 3 1.16 13 2.57 5 0.64 0.117
() (1.63-5.19) (0.31-4.83)
ALDH11 3 1.04 15 0.65 5 1.03 0.668
() (0.35-1.03) (0.21-24.07)
CD442 3 0.67a,b 15 0.56a 4 1.12b 0.032
(0.21) (0.33) (0.49)
Tissue
E-cadherin1 6 0.50 11 0.82 6 0.39 0.886
() (0.21-1.39) (0.29-6.21)
EpCAM1 4 0.68 8 0.66 6 0.54 0.993
() (0.25-2.24) (0.41-3.01)
N-cadherin2 6 19.41 12 4.26 8 0.31 0.602
() (0.28-80.11) (0.03-307.0)
Vimentin1 3 2.73 6 1.20 5 0.56 0.067
() (0.53-4.43) (0.13-0.66)
MMP91 3 10.09 7 0.89 6 2.67 0.833
() (0.45-4.34) (0.26-17.34)
ALDH11 4 0.65 8 0.69 5 0.15 0.928
() (0.04-2.19) (0.04-18-75)
Legend: 1 Kruskal-Wallis test. 2 One-way ANOVA. Horizontal medians followed by different letters differed statistically according to 
the Tukey post-hoc test at the 5% probability; *p<0.05.
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BC without CT 
BC with CT
Figure 1. Correlation between CD44 transcriptional levels and pathological staging. 
* p<0.05
BC without CT 
BC with CT
Figure 2. Correlation between CD44 and tumor differentiation grade. * p<0.05
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F ig u r e  3. B r e a s t  c a n c e r  p r o g r e s s io n  m o d e l. Epithelial cells anchored to basement membrane undergo EMTs early in the 
progression of breast cancer, acquiring the ability to degrade the basement membrane and, intnavasate into bloodvessels, 
becoming CTCs. In intermediate stages, CTCs enter a state of quiescence and return to express such markers in high 
stagings.
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APÊNDICE A - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE)
Você está sendo convidada para participar da pesquisa intitulada “Perfil Molecular de Citoqueratinas Basais e 
Luminais em Sangue Periférico de Pacientes com Câncer de Mama e sua Correlação com Fatores Clínicos”, sob a 
responsabilidade dos pesquisadores Luiz Ricardo Goulart Filho, Yara Cristina de Paiva Maia, Alinne Tatiane Faria 
Silva, Letícia Lopes Dantas, Thaíse Gonçalves de Araújo, Patrícia Terra Alves e Dr. Donizeti Wilian.
Nesta pesquisa nós estamos buscando detectar em que estágio de desenvolvimento se encontra a doença (tumor ou 
doença benigna da mama) no paciente, bem como definir as possíveis substâncias que podem indicar a doença e que 
podem auxiliar no tratamento das doenças da mama. O Termo de Consentimento Livre e Esclarecido será obtido 
pela pesquisadora Doutora Yara Cristina de Paiva Maia no Hospital de Clínicas da Universidade Federal de 
Uberlândia.
Na sua participação você poderá se encaixar em três grupos seguintes: Casos (câncer de mama), doença benigna da 
mama e controles (sem a presença de câncer de mama e doença benigna da mama). Nessa pesquisa você deverá 
responder a um questionário, que será aplicado pela equipe no dia da consulta no hospital. Se por acaso, você for 
submetida à cirurgia ou a biópsia para diagnóstico ou tratamento, serão coletadas uma amostra de sangue (5 ml). O 
sangue será retirado normalmente nestes procedimentos e somente uma pequena quantia deste material será utilizada 
na pesquisa. Este material será enviado para o Laboratório de Nanobiotecnologia da Universidade para extração de 
DNA, RNA e proteínas Em nenhum momento você será identificado. Os resultados da pesquisa serão publicados e 
ainda assim a sua identidade será preservada.
Você poderá solicitar aos pesquisadores, a qualquer momento, o seu desligamento do estudo e a retirada dos seus 
dados. Você poderá ter conhecimento, se quiser e no momento em que desejar, dos resultados da avaliação genética. 
É através deste tipo de pesquisa e da divulgação dos resultados, que esperamos descobrir a existência de substâncias 
para o diagnóstico precoce do câncer de mama, bem como para o seu tratamento. Sua participação poderá ajudar a 
melhorar os conhecimentos necessários para melhor orientar programas de prevenção que poderão contribuir para 
diminuir a ocorrência dessa doença. Vale dizer que você não terá nenhum gasto ou ganho financeiro por participar 
da pesquisa.
Os únicos riscos aos quais você estará sujeita são o de um leve hematoma ou desconforto no local da pulsão.
Uma cópia deste Termo de Consentimento Livre e Esclarecido ficará com você.
Qualquer dúvida a respeito da pesquisa, você poderá entrar em contato com a equipe da Prof Dr2 Yara Cristina de 
Paiva Maia, composta pelas pesquisadoras Alinne Tatiane Faria Silva, Letícia Lopes Dantas, Thaíse Gonçalves de 
Araújo e Patrícia Terra Alves. Endereço: Universidade Federal de Uberlândia -  Instituto de Genética e Bioquímica -  
Laboratório de Nanobiotecnologia -  Campus Umuarama -  Bloco 2E, sala 248 -  CEP.: 38400902, Uberlândia, MG. 
Telefone de contato: (34) 3218-2478
Poderá também entrar em contato com o Comitê de Ética na Pesquisa com Seres-Humanos -  Universidade Federal 
de Uberlândia: Av. João Naves de Ávila, n° 2121, bloco A, sala 224, Campus Santa Mônica -  Uberlândia -MG, 
CEP: 38408-100; fone: 34-32394131
Uberlândia,......d e ........ de 201....
Assinatura dos pesquisadores
Eu aceito participar do projeto citado acima, voluntariamente, após ter sido devidamente esclarecido.
Participante da pesquisa ou representante legal
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APÊNDICE B -  Questionário utilizado na coleta de dados
Questionário de Avaliação dos Fatores de Risco para Câncer de Mama 
Data da avaliação:__________________
Número do prontuário do paciente:________________________________
Iniciais do nome do paciente:_________________________
B.HISTÓRIA CLÍNICA
LHistória prévia de lesão benigna na mama? ( )Sim ( )Não
2. História familiar de câncer de mama? ( ) Não há casos 
( ) Sim há casos. Quem? ( )Avó ( )Mãe ( )Tia ( )Filha ( )Irmã
Estadiamento clínico e patológico do tumor:______________________________
Diagnóstico da paciente:_______________________________________________
Cirurgia realizada:____________________________________________________
Conduta:_____________________________________________________________
Doenças pré-existentes:
Infecciosas:_____________________________________________________
Hormonais:____________________________________________________
Metabólicas:____________________________________________________
Psicológicas:____________________________________________________
Crônico-degenerativa:___________________________________________
Alergia:________________________________________________________
Outros tipos de câncer:___________________________________________
Histórico Cirúrgico:______________________________________________
Etilism o:____________________________________________
Tabagismo:______________________________________________________
Cor da pele:______________________________________________________
Pratica atividade física? S im ________ N ão __________
Quantas vezes por semana e por quantos minutos:____________________
Peso atual:______________________________ Peso usual:_______________
Altura : ____________Houve modificação do peso nos últimos anos?________
Informações adicionais:_________________________________________
DADOS DO PRONTUÁRIO:
1. Tipo de tum or:______________________________________
2. Estadio:_______________________________________ Grau:
3. Positivo ou negativo para estrogênio?___________________
4. Positivo ou negativo para progesterona?_________________
5. Positivo ou negativo para HER2?_______________________
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ANEXO A -  Aprovação do parecer pelo Comitê de Ética em Pesquisa da Universidade
Federal de Uberlândia
Título da Pesquisa: PERFIL MOLECULAR DE CITOQUERATINAS BASAIS E LUMINAIS EM SANGUE 
PERIFÉRICO  DE PACIENTES COM
CÂNCER DE MAMA E SUA CORRELAÇÃO COM FATORES CLÍNICOS 
Pesquisador: Yara Cristina de Paiva Maia 
Área Temática:
Versão: 2
CAAE: 07561312.0.0000.5152
Instituição Proponente: HOSPITAL DE CLINICAS DA UNIVERSIDADE FEDERAL DE UBERLÂNDIA 
Patrocinador Principal: Financiamento Próprio
DADOS DO PARECER
Número do Parecer: 1.080.288 
Datada Relatoria: 27/03/2015
O adendo não apresenta problemas de ética nas condutas de pesquisa com seres humanos, nos limites da 
redação e da metodologia apresentadas.
S itu a ç ã o  do  P a re ce r:
Aprovado
Necessita Apreciação da CONEP:
Não
C o n s id e r a ç õ e s  F in a is  a critério  do  C E P :
Data para entrega de Relatório Parcial ao CEP/UFU: Dezembro de 2015.
Data para entrega de Relatório Parcial ao CEP/UFU: Dezembro de 2016.
Data para entrega de Relatório Final ao CEP/UFU: Dezembro de 2017.
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PERSPECTIVAS
Sabendo-se que é essencial compreender os mecanismos de formação de metástases 
(CTCs) para que se possa reduzir a crescente taxa de mortalidade, pretendemos desenvolver 
experimentos em co-cultura de linhagens de células da mama com células-tronco mesenquimais 
(MSCs) consideradas como possíveis responsáveis pela transição epitélio-mesenquimal. Ainda 
pretendemos dosar no sobrenadante da co-cultura TGF-P por meio da técnica de ELISA visando 
confirmar se tal molécula liberada pelas MSCs é responsável pela alteração do fenótipo das 
células tumorais. Por meio de qPCR e imunohistoquímica almejamos analisar os níveis 
transcricionais dos marcadores da EMT. Pretendemos confirmar ou refutar completamente o 
nosso modelo hipotético, no meio científico, para a formação de CTCs e encontrar novos 
marcadores visando a construção de uma painel de marcadores para acompanhar a efetividade do 
tratamento e para estabelecer o prognóstico. Além disso, buscaremos estabelecer um novo 
método de isolamento das CTCs utilizando os marcadores determinados neste estudo (CD44, 
vimentina, MMP9, CK6 e CK18) por meio da captura imunomagnética. O objetivo é aprimorar 
os resultados obtidos nesta dissertação e estabelecer um método que seja rápido e prático para ser 
inserido na rotina clínica.
